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Proteínas de choque térmico ou HSP (Heat Shock Proteins) constituem uma 
categoria de proteínas que têm sua expressão aumentada em resposta a condições 
de estresse, tais como variação de temperatura, presença de metal pesado, 
isquemia, exposição à radiação ionizante, anóxia, privação de glucose e uma 
variedade de agentes químicos. Esta resposta aparentemente é universal, ocorrendo 
tanto em organismos procariotos quanto em eucariotos. As proteínas de choque 
térmico impedem a formação de agregados de proteínas desnaturadas e facilitam a 
manutenção de suas estruturas, o direcionamento para a membrana, a degradação 
ou a remoção de proteínas danificadas. Quando organismos não-estressados são 
expostos diretamente ao estresse térmico extremo, os resultados são danos 
celulares extensos e morte celular. Porém, quando estes organismos são 
primeiramente tratados com elevações moderadas de temperatura eles se tornam 
mais tolerantes a essas temperaturas extremas, mostrando que as proteínas de 
choque térmico têm um papel vital no desenvolvimento de indução de 
termotolerância e estas têm sido amplamente investigadas pelo seu potencial de 
influenciar a distribuição e abundância dos organismos. 
Herbaspirillum seropedicae é uma bactéria gram-negativa e espiralada que possui 
metabolismo aeróbico e capacidade de fixar nitrogênio atmosférico. O presente 
estudo teve como objetivo a identificação de proteínas relacionadas à resposta ao 
estresse térmico em H. seropedicae através de eletroforese bidimensional e 
espectrometria de massa. Os resultados mostraram que as proteínas DnaK, GrpE, 
GroEL, GroES, IbpA e DapA  encontram-se presentes após exposição a temperatura 
de 42ºC durante trinta minutos. As chaperonas DnaK e GroEL foram identificadas na 
condição controle e condição estressada, porém suas co-chaperonas GrpE e GroES 
só foram identificadas na condição estressada. A proteína IbpA foi identificada em 
três “spots” distintos com diferentes pontos isoelétricos, assim como a co-chaperona 
GroES. A proteína DapA, encontrada em dois spots, foi identificada em ambas as 
condições, porém esta encontra-se com expressão diminuída após o choque 
térmico. As proteínas GroEL, GroES, IbpA e DapA que foram identificadas em mais 
de um “spot” nos géis, possivelmente apresentam alguma modificação pós-
traducional.  
 
Palavras-chave: Herbaspirillum seropedicae; proteoma, eletroforese bidimensional, 
















Heat Shock Proteins (HSP) constitute a group of proteins that have their expression 
increased in response to stress conditions such as, temperature variations, heavy 
metals, ischemia, ionizing radiation, anoxia, glucose starvation and a range of 
chemical agents. This response is apparently universal, occurring in prokaryotes and 
eukaryotes. The heat shock proteins can prevent the formation of aggregates of 
denatured proteins and facilitate the maintenance of protein structure, the direction to 
the membrane and degradation or removal of damaged proteins. When non-stressed 
organisms are directly exposed to extreme heat stress, the results are extensive cell 
damage and cell death. However, when these organisms are first treated with mild 
elevations in temperature they become more tolerant to such extreme temperatures, 
showing that the heat shock proteins play a vital role in the development of induced 
thermotolerance. These proteins have been widely investigated for their potential to 
influence the distribution and abundance of organisms. 
Herbaspirillum seropedicae is a gram-negative bacterium that has aerobic 
metabolism and the ability to fix atmospheric nitrogen. This study aims to identify 
proteins related to heat stress response in H. seropedicae through two-dimensional 
electrophoresis and mass spectrometry. The results showed that the proteins DnaK, 
GrpE, GroEL, GroES, IbpA and DapA are present after exposure to temperature of 
42oC for thirty minutes. The chaperones DnaK and GroEL were identified in the 
control condition and stressed condition, but their co-chaperones GrpE and GroES 
were identified only on stressed condition. The IbpA protein and the co-chaperone 
GroES were identified in three different spots with different isoelectric points. The 
DapA protein, found in two spots, was identified in both conditions, with reduced 
expression after heat shock. The GroEL, GroES, IbpA and DapA proteins have been 
identified in multiple spots on the gels, suggesting some post-translation modification. 
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ACN   acetonitrila 
ATP   adenosina trifosfato 
ATPase  enzima que catalisa a hidrólise do ATP 
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D.O.   densidade óptica 
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DTT   ditiotreitol 
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EST   Expressed sequence  tag (etiqueta de sequência expressa) 
2D   bidimensional 
HCCA  ácido α-ciano-4-hidroxiamínico 
HSP  heat shock protein (proteína de choque térmico) 
IEF   focalização isoelétrica 
IPG   gradiente de pH imobilizado 
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MALDI  matrix-assisted laser desorption ionization (ionização dessorção a laser 
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Min   minuto 
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pb   pares de base 
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sódio 
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TCA   ácido tricloroacético 
TFA   ácido trifluoracético 
ToF   tempo de vôo (time of flight) 
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1.1 Herbaspirillum seropedicae 
 
O gênero Herbaspirillum compreende um grupo de bactérias gram-negativas, 
espiraladas, geralmente vibrióides, algumas vezes helicoidais e móveis (BALDANI et 
al., 1986; BODDEY et al., 1995; YOUNG et al., 1992). Estas bactérias podem 
apresentar de 1 a 3 flagelos em um ou ambos os pólos, seu diâmetro foi estimado 
entre 0,6 a 0,7 µm e o comprimento pode variar entre 1,5 e 5,0 µm. Apresentam 
metabolismo aeróbio típico, não fermentam açúcares e tem a capacidade de fixar 
nitrogênio atmosférico (BALDANI et al., 1986; BALDANI et al., 1992).   
A inoculação de plantas com Herbaspirillum spp. pode resultar no aumento do 
crescimento vegetal e produtividade (REIS et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2002  
RONCATO-MACCARI et al., 2003a; JAMES et al., 2002). Estes efeitos não são 
atribuídos somente a sua capacidade de fixar nitrogênio, mas também à produção 
de auxinas e giberelinas que podem induzir o crescimento da planta (BASTIÁN et al., 
1998).  
A espécie H. seropedicae foi primeiramente isolada na cidade de Seropédica, 
Rio de Janeiro, Brasil, em 1986, por BALDANI e colaboradores. Posteriormente, 
estirpes de H. seropedicae foram encontradas colonizando raízes, colmos ou folhas 
de milho, sorgo, arroz, gramíneas forrageiras, palmeiras, abacaxizeiros e 
bananeiras, além de raízes e colmos de cana-de-açúcar. Isolados desta espécie 
foram encontrados em outros países como, por exemplo, Índia, Austrália, Alemanha 
e Japão (BALDANI et al., 1986; BALDANI et al., 1997; WEBER et al., 1999; CRUZ et 
al., 2001; ELBELTAGY et al., 2001).  
H. seropedicae estirpe Z78 teve seu genoma seqüenciado e anotado pelo 
Programa Genoma do Paraná -GENOPAR, revelando um total de 4.720 genes com 
5.418.348 pares de bases nitrogenadas (PEDROSA et al., 2005. Este genoma 
apresentou alta similaridade com genomas de outras β-proteobactérias 
especialmente Janthinobacterium sp., Ralstonia spp. e Burkholderia spp. O banco de 
dados de sequência e anotação foi disponibilizado para este trabalho pela 
coordenação do GENOPAR (www.genopar.org). 
O processo de interação planta-bactéria tem sido estudado em mais detalhes 
em organismos como Rhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium, 
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Azorhizobium e Allorhizobium (FRANCO & FARIA, 1997). Estes formam interação 
simbiótica com plantas leguminosas. A simbiose inicia-se pela formação de nódulos 
na raiz ou caules em resposta à presença da bactéria (PERRET et al., 2000; 
VIPREY et al., 1998; HUNGRIA et al., 1994). Em Rhizobium, a interação da bactéria 
com a planta hospedeira se inicia a partir da liberação de compostos químicos pelas 
raízes. Estes compostos interagem com a parede celular bacteriana e atuam como 
sinal químico para reconhecimento bactéria-planta (INDGE, 2000). As bactérias 
penetram no córtex, induzem a formação de nódulos na raiz através da liberação de 
fatores de nodulação, multiplicam-se e subsequentemente diferenciam-se em 
bacteróides, produzindo o complexo enzimático da nitrogenase. No interior dos 
nódulos existe um ambiente com baixa concentração de oxigênio, que permite a 
atividade da nitrogenase bacteriana, convertendo nitrogênio atmosférico em amônia. 
Em contrapartida, a planta provê a bactéria com fontes de carbono (BLOEMBERG et 
al., 2001). 
Outras bactérias têm a capacidade de associar-se aos tecidos vegetais sem 
formarem nódulos. A colonização da planta por estas bactérias inicia-se pela 
superfície das raízes, normalmente nos pontos de inserção das raízes secundárias 
e, em seguida, ocupando espaços intercelulares e o aerênquima, ganham o corpo 
do vegetal localizando-se em raízes, caule e folhas, principalmente nos espaços 
apoplásticos (GYANESHWAR et al., 2001). 
Em H. seropedicae, o processo de colonização ocorre através da ligação da 
bactéria à superfície da planta, seguida por sua proliferação, preferencialmente nos 
pontos de emergência de raízes secundárias e ferimentos. O espalhamento das 
bactérias ocorre através dos espaços intercelulares com posterior ocupação do 




Proteoma é o conjunto de todas as proteínas que intervém no processo 
biológico de uma espécie. Este termo foi utilizado pela primeira vez em 1993 por 
Mark Wilkins e Keith Williamsem para descrever o complemento protéico total do 
genoma (BLACKSTOCK & WEIR, 1999; LOPEZ, 1999). Analisando o proteoma de 
um organismo é possível obter uma visão de todas as proteínas existentes em seu 
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fenótipo molecular específico, é altamente dinâmico e dependente do estado da 
célula (GODOVAC-ZIMMERMANN & BROWN, 2001). 
O proteoma não é estático, mas muda com o desenvolvimento do organismo 
e com qualquer mudança no seu ambiente (KAZMI & KRULL, 2001). Em resposta a 
estímulos ou diferentes condições de cultivo, as proteínas podem sofrer alterações 
em seus padrões de expressão, modificação pós-traducional ou localização celular. 
Um mesmo genoma pode potencialmente originar um número infinito de proteomas, 
e desta maneira, o proteoma é uma ferramenta que vem complementar o estudo do 
genoma (GRAVES & HAYSTEAD, 2002). 
O sequenciamento completo do genoma de um organismo gera os chamados 
quadros de leitura aberto ou ORFs (Open Reading Frames), que são sequências de 
bases que tem o potencial de codificar proteínas. Algumas destas ORF’s codificam 
proteínas hipotéticas, que são proteínas que não apresentam ainda uma anotação 
funcional confiável (CASH, 2002). Aproximadamente 30% das ORF’s de organismos 
já sequenciados codificam para proteínas hipotéticas e, portanto a confirmação de 
um produto gênico através da análise proteômica é um passo importante 
complementar à anotação do genoma (PANDEY & MANN, 2000).  
O proteoma, como ferramenta que complementa o genoma é muito mais 
extenso e complicado que o genoma uma vez que o DNA possui somente quatro 
bases nitrogenadas, e as proteínas estão compostas de 20 tipos de aminoácidos. 
Desta maneira, existem mais proteínas em um proteoma do que genes em um 
genoma (KAZMI & KRULL, 2001).  
Inúmeras possibilidades de interações entre as proteínas tornam o proteoma 
ainda mais complexo, uma vez que a função molecular de uma proteína isolada 
pode não ser a mesma que a função dessa proteína num ambiente celular 
complexo. A estrutura tridimensional da proteína também vai interferir no papel 
funcional que desempenha (KAZMI & KRULL, 2001).   
Outra ferramenta que complementa o genoma seria o transcriptoma, que leva 
em consideração os níveis de RNA mensageiro na célula. Esta análise permite 
verificar os genes que estão sendo transcritos pelo indivíduo em uma determinada 
condição celular. Porém diversos estudos demonstraram que há baixa correlação 
entre a abundância de RNAm e a concentração das proteínas correspondentes 
(OLIVER, 2000). Adicionalmente, apesar dos estudos de RNAm mostrarem a 
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ocorrência de expressão gênica, estes não fornecem informações a respeito de 
modificações pós-traducionais (MANN & JENSEN, 2003). 
Desta forma, a Proteômica tem como objetivo estudar as propriedades das 
proteínas, seus níveis de expressão, suas funções, modificações pós-traducionais, 
interações entre proteínas e mecanismos regulatórios (BLACKSTOCK & WEIR, 
1999). Uma descrição completa do proteoma de um organismo pode fornecer não 
apenas um catálogo do conjunto de proteínas que está sendo expresso pelo 
genoma, mas também dados de expressão celular sob condições definidas e a 
distribuição dessas proteínas na célula (BELIZÁRIO, 2000). 
Uma das ferramentas mais utilizadas para o estudo do proteoma é a 
eletroforese bidimensional (2D), proposta por O’FARREL (1975) e KLOSE (1975). A 
técnica consiste em duas corridas eletroforéticas sequenciais: primeiro a focalização 
isoelétrica (IEF) para separar as proteínas de acordo com o seu ponto isoelétrico, e 
a segunda, a eletroforese em gel de poliacrilamida na presença de dodecil sulfato de 
sódio (SDS-PAGE) para separá-las de acordo com suas massas moleculares.  
A eletroforese bidimensional é um método de separação protéica que permite 
separar simultaneamente centenas de proteínas diferentes, de acordo com seu 
ponto isoelétrico (pI) e massa molecular. Esta ferramenta possibilita a análise de 
amostras complexas, como extratos celulares, que apresentam uma grande 
diversidade de proteínas com características moleculares como ponto isoelétrico e 
massa molecular diferentes (WESTERMEIER & NAVEN, 2004).  
Apesar de ser uma técnica amplamente empregada, a eletroforese 
bidimensional traz algumas limitações. Devido à grande complexidade protéica 
celular, é impossível analisar todas as proteínas de uma amostra, uma vez que a 
técnica é sensível para proteínas entre 10-100 kDa de massa molecular. Além disso, 
proteínas muito ácidas ou básicas, assim como proteínas pouco comuns (menos de 
10.000 cópias por célula) ou ainda aquelas pouco solúveis dificilmente são 
analisadas por esta técnica (WEHR, 2001). 
Após a separação das proteínas de uma amostra, estas podem ser 
identificadas através da espectrometria de massas. Os espectrômetros de massa 
são instrumentos analíticos que determinam a massa molecular de compostos 
químicos através da ionização e posterior separação dos íons moleculares de 
acordo com sua razão massa/carga (m/z). Os espectrômetros são constituídos por 
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uma fonte de ionização, um analisador de massa e um detector (WAGNER et al., 
2002).  
O espectrômetro do tipo MALDI-ToF utiliza MALDI (Matrix-assisted laser 
desorption/ionization ou Ionização induzida a laser e assistida por matriz) como fonte 
de íons e está acoplado a um analisador de massas tipo tempo de vôo, ToF (Time of 
Flight). Este equipamento identifica o tempo de vôo de uma série de peptídeos 
obtidos pela digestão enzimática com sítio de digestão específico, e de acordo com 
esse tempo é determinada a massa/carga de cada peptídeo. É obtida então a 
chamada impressão digital de peptídeos (PMF – Peptide Mass Fingerprint). A 
enzima mais utilizada neste tipo de análise é a tripsina, que faz clivagem específica 
C-terminal adjacente a resíduos de lisina e arginina se estes não forem precedidos 
por prolina (SHEVCHENKO et al., 1996; CAGNEY et al., 2003).  Utilizando o 
espectrômetro do tipo MALDI-ToF-ToF é possível determinar a sequência de 
aminoácidos de um peptídeo (AEBERSOLD & GOODLET, 2001; KÖPKE, 2003).  
A utilização do PMF para identificação protéica exige que o genoma do 
organismo que está sendo estudado esteja armazenado em um banco de dados. Os 
dados das proteínas digeridas são confrontados com o banco de dados do genoma 
utilizando programas que usam algorítmos sofisticados, como exemplo “Bayesian” 
do programa ProFound, “MOWSE modificado” e “Número de matches” no MSFit e 
“MOWSE baseado em probabilidade” no Mascot. A identificação da proteína 
depende então da comparação entre as massas obtidas experimentalmente e 
aquelas obtidas teoricamente (MANN et al., 2001).  
Quando não existe o sequênciamento do genoma do organismo de interesse 
não é possível utilizar a técnica do PMF, tendo em vista que a substituição de 
apenas um aminoácido leva a uma modificação significativa na massa do peptídeo, 
impossibilitando sua correta identificação. Uma das ferramentas mais utilizadas 
neste caso é o MALDI-ToF-ToF. Baseada no seqüenciamento de um peptídeo 
específico clivado com tripsina, é feita uma busca em sequências disponíveis em 
banco de dados utilizando o modo MS/MS de alguns dos programas para 
identificação de proteínas como ProFound, MSFit, Mascot (AEBERSOLD & 
GOODLET, 2001).  
Quando a sequência da proteína de interesse não está disponível no banco 
de dados, alternativamente, pode-se realizar sequenciamento de novo, com auxílio 
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de programas de computador como PepSeq. Deste modo, a partir do espectro 
MS/MS é possível determinar a estrutura primária do peptídeo selecionado. 
Para minimizar algumas limitações da eletroforese bidimensional (2-D PAGE) 
como identificação de proteínas fora da faixa de 10-100 kDa ou proteínas muita 
ácidas ou básicas, técnicas de separação alternativas têm sido integradas com 
detectores de massas (MS) compondo uma nova plataforma para análise do 
proteoma. 
Estas alternativas dependem da habilidade de uma associação entre 
espectrômetros de massas (tandem MS) para coletar um peptídeo específico, 
mesmo se numerosos outros peptídeos estiverem simultaneamente presentes na 
amostra. 
Quando as amostras são extremamente complexas, utiliza-se cromatografia 
líquida em fase reversa, diretamente conectada a um espectrômetro de massas, 
para concentrar e separar os peptídeos antes do seqüenciamento por MS. O 
espectrômetro isola o peptídeo de interesse e faz uma fragmentação branda na 
região das ligações peptídicas produzindo fragmentos que são registrados como um 
espectro de massas no sistema em sequência (MS/MS). Esta fragmentação permite 
identificar com precisão a sequência de aminoácidos.  
O resultado desse tipo de análise permite que um grande número de 
peptídeos possam ser individualmente selecionados, isolados e seqüenciados 
durante uma única análise por LC/MS/MS. 
Chaves (2008), utilizando a metodologia de identificação de proteínas 
baseada em PMF, determinou o mapa de referência para as proteínas expressas em 
Herbaspirillum seropedicae para condição de cultivo com altas concentrações de 
amônio (20 mM) e a temperatura de 30ºC. Este mapa referencial mostra que a maior 
parte das proteínas expressas encontra-se na faixa de pH 3–10 e com massa 









FIGURA 1 – MAPA DE REFERÊNCIA DE PROTEÍNAS CITOSÓLICAS DE H. 
seropedicae 
 
H. seropedicae foi cultivado em meio NFbHP-malato contendo NH4Cl (20 mM) a 
30ºC. As proteínas foram separadas em um gradiente de pH de 3 a 10 e o gel foi 
corado com Coomassie Blue coloidal. De 242 bandas protéicas detectadas, 207 
foram identificadas (Chaves, 2008). 
 
1.3 PROTEÍNAS DE CHOQUE TÉRMICO 
 
Ritosa (1962) observou que o aumento da temperatura levava a uma 
mudança no padrão de cromossomos politênicos da glândula salivar de larvas de 
Drosophila melanogaster e também a alteração dos genes expressos. 
Posteriormente, esses genes expressos diferencialmente devido à variação de 
temperatura foram clonados e seus produtos protéicos chamados de proteínas de 
choque térmico (HSP) (TISSIÈRS et al., 1974). Esta resposta ao estresse descrita 
para larvas de D. melanogaster é aparentemente universal, ocorrendo tanto em 
organismos procariotos quanto em eucariotos (WUNDERLICH et al., 2003). O 
estresse oxidativo, a exposição celular a metais pesados e situações patológicas 
como isquemia, reperfusão, inflamação e lesão tecidual, estímulos fisiológicos como 
fatores de crescimento e estímulos hormonais são fatores que estão também 
associados à expressão de proteínas de choque térmico (ASEA et al, 2000).  
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Uma família de proteínas importante nesta resposta ao estresse é o grupo 
das chaperonas moleculares, proteínas que interagem com diversos substratos 
protéicos para auxiliar na obtenção da conformação tridimensional adequada ou no 
encaminhamento destas proteínas para degradação (JOLLY & MORIMOTO, 2000). 
Consequentemente, as proteínas de choque térmico auxiliam na recuperação celular 
após o estresse reparando proteínas mal-formadas ou então promovendo sua 
degradação. Normalmente localizadas no retículo endoplasmático das células, as 
proteínas chaperonas podem também estar localizadas nos outros compartimentos 
celulares nos quais as proteínas adquirem a conformação final, como núcleo, 
mitocôndrias e membrana plasmática (MELNICK & ARGON, 1995). Este grupo de 
proteínas é classificado de acordo com a massa molecular que apresentam, 
algumas delas listadas na Tabela 1. 
Apesar de serem denominadas proteínas de choque térmico, muitas são 
expressas também em condição normal. Por esse motivo, muitas chaperonas são 
classificadas atualmente como HSP, pois seguem a nomenclatura passada. Um 
exemplo seria a HSP 70 (DnaK), uma das chaperonas como maior expressão nas 
células, tanto em condições normais como sob estresse (WANG et al., 2004).  
 




aproximada (kDa ) Proteína (referência) 
10 kDa (Hsp 10) GroES (FAYET et al., 1989), IpbA, IpbB (ALLEN et al., 1992) 
20-30 kDa (Hsp 27) 
GrpE (HARTL & MARTIN,1995), Hsp 31 (QUIGLEY et al., 
2004) 
40 kDa ( Hsp 40) DnaJ (HARTL & MARTIN,1995) 
60 kDa (Hsp 60) GroEL (FAYET et al., 1989) 
70 kDa (Hsp 70) DnaK (MACARIO & MACARIO, 1999) 
90 kDa (Hsp 90) HtpG (SCHULZ et al, 1997) 
100 kDa (Hsp 100) ClpB (KONIECZNY & LIBEREK, 2002) 
 
Em Escherichia coli, a resposta ao choque térmico e a expressão de HSP são 
positivamente reguladas por fatores de transcrição incluindo o fator σ32 da RNA 
polimerase, codificado pelo gene rpoH (BUKAU 1993; YURA et al., 1993; GROSS 
1996; MORIMOTO et al., 1996). Porém, a expressão dos genes também pode ser 
regulada negativamente em reposta ao choque térmico (NARBERHAUS, 1999; RON 
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et al. 1998). Um exemplo é o gene hrcA que codifica um repressor do gene groEL  
em Bacillus subtilis. A Tabela 2 mostra sistemas de controle positivo e negativo dos 
genes relacionados com a resposta ao choque térmico em diversos organismos. 
A classe de HSP melhor estudada é a HSP 70, constituída de proteínas 
normalmente presentes em baixas concentrações na célula, mas cuja expressão é 
aumentada durante o choque térmico. Suas funções são auxiliar a montagem e 
hidrólise de proteínas, prevenir a agregação dos polipeptídios, ajudar na 
translocação de proteínas entre os compartimentos celulares e evitar a formação de 
grandes complexos protéicos (GETHING, 1997).  
Em E. coli, a principal proteína de choque térmico da família das HSP 70 é a 
DnaK. O gene dnaK (hsp70) é expresso em condições normais de crescimento e 
seu produto é a chaperona  DnaK (Hsp70). A sequência de aminoácidos da proteína 
DnaK é altamente conservada em bactérias, como em Staphylococcus aureus, 
Lactococcus lactis, Enterococcus faecalis, Lactobacillus sakei, Streptomyces 
coelicolor e espécies dos gêneros Mycobacterium, Bacillus e Streptococcus (GUPTA 
& SINGH, 1994; RENSING & MAIER, 1994; GUPTA, 1998). De fato, esta chaperona 
é considerada uma das proteínas mais conservadas (MACARIO & MACARIO, 1999). 
A atividade de DnaK está intimamente relacionada com a dependência de 
ligação com ATP, que fornece energia para que esta chaperona se ligue a proteínas 
para ajudar na montagem, reparo ou degradação de proteínas recém montadas ou 
desnaturadas. Além disso, para que a DnaK se ligue às proteínas, é necessária a 
participação de co-chaperonas: Hsp40 (DnaJ) e GrpE (HARTL & MARTIN, 1995; 
MAYER & BUKAU, 1998). Estas três proteínas constituem a maquinaria necessária 
para auxiliar outras proteínas a adquirir sua conformação nativa (GEORGOPOULOS 
& WELCH, 1993; PARSELL & LINDQUIST, 1993; GLOVER & LINDQUIST, 1998; 










TABELA 2. SISTEMAS DE CONTROLE DE EXPRESSÃO INDUZIDA POR 
CHOQUE TÉRMICO EM BACTÉRIAS 
 
MECANISMO ORGANISMO GENES OU OPERONS REGULADOS  
Controle positvo   
      σ32( RpoH) Escherichia coli dnaKJ, grpE, groESL e outros 
      σE(σ24 RpoE) Escherichia coli htrA, rpoH, operon rpoE e outros 
      σB ( SigB) Bacillus subtilis gspA, csbA, katE e mais (classe II)a 
     σ54(σN RpoN)+PspF Escherichia coli pspABCDE 
Controle negativo   
      CIRCE/HrcA Bacillus subtilis groESL, operon dnaK (classe I)a 
      HAIR/HspR Streptomyces 
albus 
operon dnaK, clpB 
      OrfY Streptomyces 
albus 
hsp18 
      ROSE Bradyrhizobium 
japonicum 
hspArpoH1 e mais 
      CtsR Bacillus subtilis clpC, clpP e mais (classe III)a 
      desconhecido Bacillus subtilis htpG, ftsH, lon e mais classe IV)a 
      desconhecido Clostridium 
acetobutylicum 
hsp18 
      desconhecido Leuconostoc 
oenos 
hsp18 
a. Classificação revisada das proteínas de choque térmico de B. subtilis, proposta por Hecker et al 
1996. FONTE: NARBERHAUS, 1999. 
 
A expressão do gene rpoH é determinada pelo balanço homeostático entre a 
ligação da DnaK com proteínas desnaturadas e da interação da DnaK com o fator 
σ32 (GAMER et al., 1992). Quando as células encontram-se em condições normais, 
a concentração de proteínas desnaturadas é reduzida e a chaperona DnaK livre se 
ligar ao fator σ32, reduzindo a transcrição dos genes de proteínas de choque térmico 
(HERMAN et al.,1995). Sob condições de choque térmico, a DnaK liga-se 
preferencialmente com proteínas desnaturadas, e desta forma o fator σ32 fica livre 
para se ligar à RNA polimerase, e este complexo fator σ32/RNA polimerase induz a 
transcrição específica de genes de choque térmico, incluindo os genes dnaK e rpoH.  
Algumas proteínas necessitam de outra chaperona, GroEL, para o processo 
de renaturação ser completado, como está mostrado na Figura 2. A proteína GroEL 
também é uma HSP cuja expressão é controlada pelo fator σ32. Assim como DnaK, 
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GroEL é altamente conservada, ATP-dependente, e possui atividade de chaperona 
ligando-se a proteínas em estado não-nativo e auxiliando a recuperação de suas 
formas nativas (SEKIGUCHI et al., 2003). GroEL e sua co-chaperona GroES são 
proteínas essenciais não somente em condições de estresse, mas também sob 
condições normais (FAYET et al., 1989). Em E. coli, estas duas proteínas são co-
expressas a partir do operon groESL (GEORGOPOULOS et al., 1973; SUNDARAM 
et al., 1998). Na presença de íons Mg+2 e ATP, as proteínas GroEL e GroES 
interagem com muitas proteínas nascentes e recém-sintetizadas que ainda não 
adquiriram sua conformação original (EWALT et al.,1997) e catalisam o processo de 
enovelamento para a obtenção da forma nativa funcional. Alguns autores 
propuseram que os substratos fisiológicos de GroEL são proteínas estruturalmente 
instáveis que portanto requerem a chaperona permanentemente para manutenção 
conformacional (HOURY et al., 1999). 
A estrutura quaternária das proteínas GroEL e GroES é crucial para suas 
funções de chaperona e co-chaperona. GroES é um anel rotacionalmente simétrico 
de 7 subunidades idênticas com massa molecular de 10 kDa cada, que formam uma 
estrutura em forma de cúpula. GroEL é um tetradecâmero de unidades idênticas de 
57 kDa dispostas em 2 anéis de 7 subunidades justapostas, formando as paredes de 
formato cilíndrico (HUNT et al., 1996).  
Cada monômero da chaperona GroEL possui três domínios distintos: um 
domínio apical que forma a entrada para o canal central e possui um sítio para 
ligação do peptídeo; um domínio equatorial rico em hélices que possui um sítio para 
ligação de ATP (pode ligar em três resíduos de cisteínas: Cys138, Cys458, e Cys519); e 
um domínio intermediário em forma de dobradiça que liga os domínios apical e 
equatorial. A GroEL se associa com a GroES na presença de um polipeptídeo em 
conformação não-nativa e 7 moléculas de ATP (HUNT et al., 1996).  
O mecanismo de renaturação catalisada por GroEL-GroES tem sido bastante 
estudado e possui uma numerosa sequência de reações (XU et al., 1997; 
MOTOJIMA et al., 2004). Para que um polipeptídeo desnaturado recomponha sua 
estrutura tridimensional adequada, ele liga-se no domínio apical da GroEL. Em 
seguida, sete moléculas de ATP e uma GroES ligam-se na GroEL, estabilizando a 
ligação com o polipeptídeo ligado ao domínio equatorial da GroEL e formando uma 
estrutura chamada “gaiola de Anfinson”. Posteriormente ocorre a hidrólise do ATP e 
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a liberação do ADP, da GroES e do polipeptídeo renaturado. Na Figura 3 está 
esquematizado o processo de funcionamento da GroEL/GroES em E. coli. 
 
FIGURA 2 – MECANISMO DE FUNCIONAMENTO DO COMPLEXO 
GROEL/GROES EM Escherichia coli  
 
(i) Ligação do polipeptídeo na sua conformação não-nativa na região superior da 
GroEL (cis) [polipeptídeo em preto ligado na região apical vermelha]; (ii) ligação do 
ATP, enfraquecimento na interação do polipeptídeo com o domínio apical e 
mudança de conformação da GroEL [região em azul] para permitir a ligação da 
GroES [estrutura alaranjada]; (iii) ligação da GroES e mudança conformacional da 
GroEL para aumentar seu volume e formar a “Gaiola de Anfinson”; (iv) hidrólise do 
ATP para que o polipeptídeo adquira sua conformação nativa; (v) liberação do ADP, 
do polipeptídeo na conformação nativa e da GroES; (vi) novo ciclo mas com ligação 
do polipeptídeo, ATP e GroES na região inferior (trans). (HUNT et al., 1996). 
 
Outro grupo de HSPs induzidas por choque térmico inclui proteínas de baixa 
massa molecular (aproximadamente 10 KDa), também denominadas α-HSPs. Os 
membros deste grupo são capazes de se associar com proteínas, impedindo sua 
agregação irreversível e sua desnaturação. Em E. coli foram descritas 2 α-HSPs 
desta família, IpbA e IpbB (KUCZYNSKA et al., 2002). A expressão de ambas as 
proteínas é induzida positivamente pelo fator σ32 em E.coli (BUKAU, 1993; YURA et 
al., 1993; GROSS, 1996; MORIMOTO et al., 1996). A indução da expressão destas 
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α-HPSs ocorre em células que foram cultivadas a 30ºC e posteriormente submetidas 
a 45ºC durante 15 min (KUCHARCZYK et al., 1991; LASKOWSKA et al., 1996).  
 
FIGURA 3 – ESQUEMA REPRESENTATIVO DA RENATURAÇÃO PROTÉICA 
 
A, Relação entre α-Hsp, DnaK e GroEL; B, Relação funcional entre as proteínas de 
choque térmico e a proteína desnaturada (NARBERHAUS, 2002). 
 
 
A proteína IbpA (16kDa) tem como função impedir a inativação de muitas 
enzimas pelo calor, incluindo a citrato sintase e a 6–fosfogluconato desidrogenase 
(KITAGAWA et al., 2002). A IbpB (16 KDa) se liga com a IbpA para formar um “corpo 
de inclusão”. Esta estrutura é formada rapidamente no citoplasma da célula quando 
a concentração de proteínas em conformação não-nativa aumenta. Este acúmulo é 
responsável pela indução da transcrição de IbpA e IbpB que se aderem às proteínas 
não-nativas  formando o corpo de inclusão e direcionando algumas destas proteínas 
para as chaperonas DnaK e GroEL (Figura 2) (ALLEN et al., 1992; NARBERHAUS, 
2002).  
Análises por eletroforese desnaturante (SDS-PAGE) de agregados protéicos 
mostraram que IbpA e IbpB em E. coli são as proteínas mais abundantes na fração 
insolúvel, embora a concentração de IpbB seja menor que a de IbpA (KUCZYNSKA 
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et al., 2002). Isto sugere que ambas as proteínas atuam em conjunto na 
estabilização dos agregados protéicos pós-choque térmico. É interessante notar que 
proteínas chaperonas ATP-dependentes (DnaK/DnaJ, GroEL/GroES) previnem a 
formação de agregados protéicos em E. coli (KEDZIERSKA et al., 1999), enquanto 
que IbpA e IbpB, ambas proteínas não-dependentes de ATP, exercem um efeito 
oposto. Outro fator importante é que depois de uma mudança de temperatura de 
30ºC para 42º C, o nível celular de IbpA e IbpB em E. coli aumenta 
aproximadamente 10 vezes, enquanto que a concentração de DnaK e GroEL 
apenas 2 vezes (MOGK et al., 1999).  
 Várias modificações pós-traducionais, incluindo fosforilação, desamidação, 
acetilação e glicosilação, tem sido descritas para as α-HSPs em mamíferos. A 
fosforilação de um ou mais resíduos de serina ocorre em diferentes tecidos ou 
células em resposta a estímulos como calor, metais pesados e fatores de 
crescimento. Este fenômeno está normalmente relacionado com mudanças na 
estrutura do complexo protéico formado pós-estresse (NARBERHAUS, 2002).  
A HSP 31 foi encontrada em E. coli quando a cultura a 23ºC foi submetida a 
45ºC por 30 minutos. Esta proteína aparentemente tem atividade de chaperona, 
prevenindo a desnaturação de proteínas criando ao redor uma camada hidrofóbica 
durante a elevação da temperatura (QUIGLEY et al., 2003). 
A proteína UspA, proteína de estresse universal, é outra pequena proteína 
citoplasmática identificada em trabalhos anteriores (NYSTRÖM & NEIDHARDT, 
1994; SILVEIRA, 2005). Esta proteína é codificada pelo gene uspA cuja expressão é 
aumentada quando a viabilidade celular é alterada devido a vários agentes de 
estresse, seja choque térmico, falta de nutrientes ou agentes tóxicos. Além disso, em 
E. coli a inativação do gene uspA torna a bactéria mais sensível aos agentes 
estressantes (NYSTRÖM & NEIDHARDT, 1994; DIEZ et al., 2000). Bochkareva e 
colaboradores (2002) notaram que UspA foi co-sedimentada com GroEL durante o 
processo de purificação. Após adição de ATP e GroES, UspA foi liberada 
demonstrando que existe interação entre GroEL e UspA. 
A fasina, produto do gene phaP, faz parte de uma classe de proteínas que 
ligam na superfície de PHA (poli-hidroxi-alcanoato), estabilizando o PHA no 
citoplasma da célula, evitando a formação de grânulos. PHA consiste em um poli-tio-
éster sintetizado pela poli-hidroxi-alcanoato sintase. Esta enzima encontra-se 
expressa em níveis relativamente altos (5% do total de proteína) em R. eutropha 
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durante a produção de PHB (poli-hidroxi-butirato) sob baixa concentração de 
nitrogênio (WIECZOREK et al.,1996).  
Em Corynebacterium glutamicum, Barreiro e colaboradores (2005) 
identificaram o aumento da expressão de algumas proteínas de choque térmico, 
como DnaK, GroEL, GrpE, PPIase, ClpB e PoxB após 60 minutos de cultivo a 40ºC.   
Em H. seropedicae foram identificadas algumas proteínas relacionadas ao 
choque térmico após exposição das células a 42ºC durante 15 minutos. DnaK e 
GroEL tiveram sua expressão aumentada na condição de estresse térmico. A co-
chaperona GroES, 3 isoformas de IbpA e 2 isoformas de UspA foram identificadas 
apenas na condição de estresse térmico, enquanto que a proteína fasina foi 
encontrada em maior concentração na condição de choque térmico (SILVEIRA, 
2005).  Em relação às isoformas de IbpA, foram identificados três diferentes pontos 
protéicos, sendo que dois destes representam proteínas de mesma massa 
molecular, porém a terceira banda apresenta uma massa menor. Esses dados 
sugerem que ocorrem mudanças pós-traducionais em IbpA. Também foram 
encontradas duas isoformas de UspA com pI diferentes. O deslocamento do pI 
teórico de 6,27 para 5,98 nas isoformas de UspA sugere a presença de uma 














2 OBJETIVOS  
 
2.1 OBJETIVO GERAL 
 
O objetivo geral deste trabalho foi identificar proteínas relacionadas ao 
choque térmico em H. seropedicae após 30 minutos de exposição à 42ºC. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
  
- Determinar qualitativamente e quantitativamente as proteínas 
diferencialmente expressas após o choque térmico por eletroforese 
bidimensional; 

















3 MATERIAL E MÉTODOS  
 
3.1 CONDIÇÕES DE CULTIVO 
 
As células de H. seropedicae estirpe SmR1 foram cultivadas em meio 
NFbHPN-malato (KLASSEN et al. 1997) como descrito abaixo. 
 
Composição do meio Quantidade 
MgSO4.7H2O 0,2 g/L 
NaCl  0,1 g/L 
CaCl2 0,02 g/L 
Ácido nitrilo-triacético 0,056 g/L 
FeSO4.7H2O 0,02 g/L 
Biotina 1 x 10-4 g/L 
Malato de potássio 5 g/L 
Solução de oligoelementos 10 mL/L 
 
Composição da solução de oligoelementos: Quantidade 
Na2MoO4.2H2O 2,0 x 10
-3 g/L 
MnSO4.H2O  2,35 x 10
-3 g/L 
H3BO3  2,8 x 10
-3 g/L 
CuSO4.5H2O 8,0 x 10
-3 g/L 
ZnSO4.7H2O  2,4 x 10
-3 g/L 
Água destilada q.s.p 950 mL 
 
A solução de fosfatos e o meio malato foram esterilizados separadamente. No 
momento do uso foram adicionados a 950 mL meio 50 mL solução de fosfatos 
(K2HPO4 17,8 g e KH2PO4 59,5 g), a fonte de nitrogênio NH4Cl (20 mM) e o 
antibiótico estreptomicina (80 µg/mL). O meio completo foi denominado NFbHPN-
malato. 
As células foram cultivadas em 25 mL de meio NFbHPN contidos em cada um 
de 6 frascos erlenmeyer de 125 mL, em agitação constante de 120 rpm em banho 
de água a 30oC, durante aproximadamente 15 horas. Após o crescimento foi 






3.2 CHOQUE TÉRMICO 
 
As células de H. seropedicae contidas em 3 frascos erlenmeyer foram 
mantidas a 30ºC e os outros 3 frascos foram incubados em banho Maria 
previamente ajustado a 42ºC. Para análise em eletroforese unidimensional, 
amostras de 1 mL foram coletadas após 0, 15, 30, 45 e 60 minutos de exposição à 
temperatura de 30ºC e 42ºC, e posteriormente congeladas em nitrogênio líquido. 
Após descongelamento em temperatura ambiente as células foram lavadas e 
ressuspendidas em tampão contendo Tris-HCl pH 8,0 (50 mΜ), NaCl (200 mΜ), 
glicerol (10%) e armazenadas no freezer –70ºC até o momento do uso. 
Para a análise em eletroforese bidimensional, as células de H. seropedicae 
foram cultivadas a 30ºC até atingirem a D.O.600 aproximadamente 1,0. Em seguida 
um dos frascos inoculado foi transferido para um banho a 42ºC e o outro mantido 
como condição controle, durante 30 minutos, com agitação 120 rpm. Após o tempo 
de choque térmico as células foram resfriadas em nitrogênio líquido para a 
paralisação imediata do metabolismo. Em seguida, as culturas foram centrifugadas 2 
vezes a 5.000 x g por 15 min a 4ºC e as células ressuspensas em tampão contendo 
Tris-HCl pH 8,0 (50 mΜ), NaCl (200 mΜ), glicerol (10%) e armazenadas no freezer –
70ºC com inibidor de protease PMSF ou fluoreto de fenil-metil-sulfonilo (0,5mM).  
 
 
3.3 ELETROFORESE UNIDIMENSIONAL 
  
 Para a determinação da concentração das proteínas amostras foram tratadas 
com 100 mL de NaOH 1M por 30 minutos e 100 µL foram utilizados para dosagem 
através do método descrito por Bradford (1976). Para eletroforese unidimensional, 
foram aplicados o equivalente a 40 µg de cada amostra misturados com tampão de 
amostra (Tris-HCl 12 mM pH 6,8, glicerol 5%, SDS 0,4%, 2-mercaptoetanol 2 mM e 
azul de bromofenol 0,02%) em um volume total de 40 µL. A mistura foi aquecida a 
95oC por 5 minutos e aplicadas em gel de poliacrilamida com dodecil-sulfato de 
sódio (SDS-PAGE) (LAEMMLI, 1970). O gel de separação continha acrilamida 11% 
(acrilamida 20:1 bis-acrilamida), em tampão Tris-HCl 375 mM pH 8,8 e SDS 0,3%. O 
gel de empilhamento continha poliacrilamida 6%, Tris-HCl 167 mM pH 6,8 e SDS 
0,24%. 
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As corridas foram realizadas em cuba de eletroforese SE 600 Ruby (Hoefer) 
com sistema de controle de temperatura ajustado para 15 ºC em tampão de corrida 
(25 mM Tris-base, 192 mM glicina e 0,1% SDS, pH 8,3). A duração da corrida 
eletroforética foi de 5 h sob tensão de 100 volts e corrente de 35 mA.  
 Após a eletroforese, o gel foi corado pelo método Coomassie Blue coloidal 
(WESTERMEIER & NAVEN, 1993). As proteínas foram fixadas durante 60 minutos 
com uma solução contendo ácido orto-fosfórico 1,3% e metanol 20%. Após a fixação 
das proteínas, o gel foi corado durante aproximadamente 12 horas com ácido orto-
fosfórico 1,5%, sulfato de amônio 7,7% e Coomassie Blue G-250 0,01%. Em 
seguida, o gel foi tratado com uma solução de neutralização por 3 minutos (0,1 M 
Tris-base com pH ajustado para 6,5 com ácido orto-fosfórico), lavado por 1 minuto 
com metanol 25% e estabilizado com uma solução de sulfato de amônio 20%.  
 
3.4 ELETROFORESE BIDIMENSIONAL 
 
200 µL de células de H. seropedicae ressuspendidas em tampão contendo 
Tris-HCl pH 8,0 (50 mΜ), NaCl (200 mΜ), glicerol (10%), foram misturadas com 500 
µL de tampão de lise (7 M uréia, 2 M tiouréia, 2% (p/v)CHAPS, 2% IPG Buffer, 1% 
(p/v) DTT) e rompidas através de sonicação em um Ultrasonic Processor XL (Heat 
Systems), em banho de gelo. Após a sonicação, o extrato foi centrifugado por 2 min 
a 12000 g em centrífuga mini spin (Eppendorf). A concentração de proteína na 
solução sobrenadante foi determinada pelo método de Bradford (1976) utilizando 
BSA como padrão. Em seguida, 250 µL da solução sobrenadante foram misturados 
a 90 µL de tampão de rehidratação (8 M urea, 0,5% CHAPS, 15 mM DTT, 0,2% IPG 
Buffer pH 3-10 e traços de azul de bromofenol) (GÖRG et al., 2002).  
Alíquotas de 250 µL dessa mistura, equivalente a 600 µg de proteína, foram 
aplicadas em suportes de cerâmica (GE Healthcare) para a isoeletrofocalização. 
Sobre o extrato foi colocada uma tira IPG 13 cm (GE Healthcare) com um gradiente 
linear imobilizado de pH 3 a 10, que foi coberta com 800 µL de óleo mineral. O 
suporte foi colocado no isoeletrofocalizador IPGphor (GE Healthcare). O tempo de 
reidratação do gel foi de 12 horas a 20ºC e a isoeletrofocalização foi feita 
posteriormente em 4 etapas: primeira de 500 V (500 Vhr), a segunda de 1000 V 
(8000 Vhr), a terceira de 8000 V (11300Vhr) e a quarta de 8000 V (7000 Vhr), 
totalizando 26800 Vhr. Após a isoeletrofocalização, a tira foi colocada em um tubo 
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de ensaio e equilibrada durante 15 minutos com 5 mL de tampão de equilíbrio (50 
mM Tris-HCl pH 8,8, 6 M uréia, 30% glicerol, 2% SDS e traços de azul de 
bromofenol) contendo 50 mg de DTT e, em seguida, por mais 15 minutos em 5 mL 
de tampão de equilíbrio contendo 200 mg de iodoacetamida.  
A segunda dimensão foi realizada em gel desnaturante 15% (acrilamida 20:1 
bis-acrilamida) em cuba de eletroforese SE 600 Ruby (Hoefer) com sistema de 
controle de temperatura ajustado para 18ºC em tampão de corrida (25 mM Tris-
base, 192 mM glicina e 0,1% SDS, pH 8,3). As condições de eletroforese foram 
270V, amperagem limitada a 45 mA por gel e com potência máxima de 30W.  
Após a eletroforese, o gel foi corado pelo método Comassie Blue coloidal 
(WESTERMEIER & NAVEN, 2004). As proteínas foram fixadas durante 60 minutos 
com uma solução contendo ácido orto-fosfórico 1,3% e metanol 20%. Após a fixação 
das proteínas, o gel foi corado durante aproximadamente 12 horas com ácido orto-
fosfórico 1,5%, sulfato de amônio 7,7% e Comassie G-250 0,01%. Em seguida, o gel 
foi tratado com uma solução de neutralização por 3 minutos (0,1 M Tris-base com pH 
ajustado para 6,5 com ácido orto-fosfórico), lavado por 1 min com metanol 25% e 
estabilizado com uma solução de sulfato de amônio 20%. 
Após o tratamento, a imagem do gel foi registrada utilizando uma câmera 
CCD Biochemi (UVP Bioimaging Systems) e analisada com o programa 
ImageMaster 2D Platinum v.6.0 (GE Healthcare). Este programa permite visualizar 
os pontos protéicos e avaliar os dados para determinar variação quantitativa (% do 
volume) e qualitativa dos pontos protéicos, além de determinar a massa molecular e 
ponto isoelétrico. A massa molecular foi calculada utilizando marcadores com massa 
molecular conhecida entre 14 e 96 kDa (GE Healthcare).  
 
 
3.5 IDENTIFICAÇÃO DAS PROTEÍNAS 
 
3.5.1 Preparação das Amostras 
 
As proteínas foram retiradas do gel com o auxílio de uma ponteira plástica e 
colocadas em tubos plásticos de 2 mL. Os fragmentos do gel foram submetidos a um 
tratamento de descoloração com solução de bicarbonato de amônio (25 mM)/ 50% 
acetonitrila pH 8,0. A solução foi agitada em vórtex e deixada em repouso durante 
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10 minutos. A solução foi descartada e a operação repetida até que o gel estivesse 
completamente descorado (duas ou três vezes). Em seguida, os fragmentos do gel 
foram desidratados por três tratamentos sucessivos com 50 µL de acetonitrila 100% 
por 10 minutos, e em seguida, secados a vácuo por 25 minutos a 30ºC 
(WESTERMEIER & NAVEN, 2004). 
A reidratação do gel foi realizada com 10 µl de solução de tripsina (10 µg/mL 
de tripsina em tampão bicarbonato de amônio 25 mM pH 8,0, acetonitrila 10%) por 
30 minutos a 4ºC. Em seguida a solução foi incubada em estufa a 37ºC por um 
período de 14 a 16 horas para a digestão protéica completa. Os peptídeos formados 
foram extraídos pela adição de 30 µL de solução de extração (acetonitrila 50%, 
ácido trifluoroacético 5%) com posterior agitação em vortex durante 30 min. A 
solução sobrenadante foi retirada e este processo repetido mais 2 vezes. As 
soluções sobrenadantes foram reunidas em tubo plástico de 0,5 mL e a solução de 
peptídeos extraída foi concentrada a vácuo até aproximadamente 10 µL. 
Os peptídeos de cada amostra foram purificados utilizando uma ponteira com 
uma mini-coluna de fase reversa “PerfectPure C-18 Tip” (Eppendorf).  A resina foi 
pré-hidratata duas vezes com 10 µL de acetonitrila 50%, ácido trifluoroacético 0,1% 
e equilibrada duas vezes com 10 µL de ácido trifluoroacético 0,1%. Em seguida, a 
solução de peptídeos foi aspirada e expelida por pelo menos cinco vezes, para a 
adsorção dos peptídeos à resina de C-18. A ponteira foi então lavada por duas 
vezes com TFA 0,1% para retirar os contaminantes da amostra. Os peptídeos foram 
eluídos da coluna em 2 µL de solução acetonitrila 50%, ácido trifluoroacético 0,1% 
saturada com matriz HCCA (ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico) (Sigma), pela sucção 
da solução por pelo menos três vezes. A solução com os peptídeos foi dispensada 
diretamente em uma placa adequada à espectrometria de massa (MTP 384 massive 
MS target T - Bruker Daltonics), onde os peptídeos foram cristalizados junto com a 
matriz pela evaporação da solução. 
 
3.5.2 Espectrometria de Massas 
 
Para a obtenção das massas moleculares dos peptídeos foi utilizado um 
espectrômetro de massas tipo Maldi-Tof/Tof “Autoflex” (Bruker Daltonics) e o 
programa FlexControl. A calibração externa foi feita utilizando padrões de peptídeos 
de massa conhecida (angiotensina, substância P, bombesina, ACTH e 
 34 
somatostatina) e como calibrante interno foram utilizados picos de autólise da 
tripsina (842,50 Da e 2211,10 Da) quando presentes. 
A análise dos espectros de peptídeos obtidos foi realizada através do 
programa Flex Analysis versão 3.0 (Bruker Daltonics). Os programas “Protein 
Prospector” versão 3.2.1, instalado localmente, e Mascot foram utilizados para 
identificação de proteínas a partir das massas moleculares dos peptídeos trípticos 
obtidos por comparação com as massas moleculares de peptídeos das prováveis 
proteínas deduzidas da sequência genômica de Herbaspirillum seropedicae geradas 
in silico. Os parâmetros de busca utilizados foram os seguintes: enzima tripsina, um 
sítio de clivagem perdido, carbamidometilação de cisteínas como modificação fixa e 
oxidação de metionina como modificação variável. A tolerância máxima permitida foi 
de 300 ppm. O resultado da comparação dos peptídeos é uma lista das proteínas 
candidatas (dadas pelos números das ORFs correspondentes anotadas no genoma) 
classificadas em ordem decrescente de significância. Os parâmetros utilizados para 
confirmar ou excluir as proteínas candidatas foram: algoritmo mowse score (Mascot) 
de uma proteína pelo menos 100 X maior do que a da segunda proteína candidata, 
cobertura de no mínimo 15% e a comparação entre os valores experimentais e 


















4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4.1 O PERFIL ELETROFORÉTICO DE PROTEÍNAS DE Herbaspirillum seropedicae 
É MODIFICADO APÓS CHOQUE TÉRMICO 
  
 A indução da expressão de proteínas em H. seropedicae após choque térmico 
foi avaliada por eletroforese unidimensional (SDS-PAGE). As amostras obtidas após 
0, 15, 30, 45 e 60 minutos de exposição a 42ºC foram aplicadas em gel 11% e 
coradas com Coomassie Blue Coloidal. Os extratos obtidos a partir de 30 minutos de 
exposição apresentaram um padrão de bandas modificado (Figura 4). Foram 
identificadas três bandas diferenciais nas amostras obtidas a partir de 30 minutos de 
exposição a 42ºC. A primeira, denominada de A, apresenta massa molecular 
aproximada de 50 kDa. Esta banda foi observada na condição controle (A-1) e em 
maior concentração na condição de choque térmico (A-2). A banda denominada B, 
(massa molecular aproximada de 18 kDa) encontra-se apenas na condição de 
choque térmico (B-2), não sendo encontrada na região referente a condição controle 
(B-1). Uma terceira banda (C), com massa molecular aproximada de 14 kDa, 
apresentou maior intensidade na condição de choque térmico (C-1 e C-2). Estes 
resultados sugerem que a composição protéica das células de H. seropedicae foi 
modificada após o choque térmico de 30 minutos.  
Algumas alterações na expressão protéica de H. seropedicae já tinham sido 
identificadas após exposição a 42ºC durante 15 minutos (SILVEIRA, 2005). No 
entanto, diferentes períodos de exposição a altas temperaturas podem produzir 
diferentes respostas ao choque térmico. Em E. coli, as pequenas proteínas de 
choque térmico IbpA e IbpB apresentam expressão induzida após choque térmico de 
45ºC por 15, 30 e 45 minutos de exposição (KUCZYNISKA et al, 2002). Já em 
Streptococcus pyogenes, DnaK e GroEL são induzidas após choque térmico de 
42ºC por 5 minutos, e após 30 minutos a expressão retorna a níveis basais 






FIGURA 4 – PADRÃO DE RESPOSTA AO CHOQUE TÉRMICO DE Herbaspirillum 






Eletroforese unidimensional SDS-PAGE 11% de proteínas obtidas de células de H. 
seropedicae nos diferentes tempos (0, 15, 30, 45 e 60 minutos) nas condições 
controle a 30ºC e choque térmico a 42ºC. Os géis foram corados com coomassie 
blue coloidal. As letras A, B e C representam as bandas diferenciais observadas 
entre as duas condições de cultivo após 30 minutos. 
 
 
4.2 ANÁLISE DO PERFIL PROTÉICO DE CELULAS DE Herbaspirillum seropedicae 
EM ELETROFORESE BIDIMENSIONAL 
 
 Para determinar quais proteínas tiveram seu padrão de expressão alterado 
após o choque térmico, uma amostra cultivada a 30ºC e uma amostra submetida à 
temperatura de 42ºC durante 30 minutos foram analisadas por eletroforese 
bidimensional. Na primeira dimensão foi utilizada uma faixa de pH de 3 a 10 para 
separar as proteínas de acordo com o seu ponto isoelétrico. Resultados anteriores 
sugerem que a maior parte das proteínas expressas em H. seropedicae encontra-se 
nesse faixa de pI (CHAVES, 2008). Na segunda dimensão as proteínas foram 
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separadas de acordo com sua massa molecular em gel de poliacrilamida 15% 
(acrilamida 20:1 bis-acrilamida). Em cada condição testada foram obtidos três géis. 
A Figura 5 mostra as imagens dos géis obtidos para ambas as condições, 
controle e estresse térmico. O padrão de corrida em gel bidimensional das proteínas 
obtidas nas condições controle foi similar ao mapa de referência de proteínas 
citosólicas proposto por Chaves e colaboradores (2008). As imagens dos géis foram 
analisadas com o programa ImageMaster 2D Platinum e a partir desta análise foram 
selecionados os pontos protéicos que apresentaram diferenças qualitativas e/ou 
quantitativas.  
Na análise dos géis obtidos foram observados pontos protéicos presentes em 
ambas as condições testadas (controle e após choque térmico) e pontos presentes 
apenas em uma das condições. Além disso, foram observados pontos com variação 
quantitativa de uma condição para outra. A Figura 6 mostra a indicação dos 11 
pontos protéicos que foram selecionados e retirados para identificação através de 
espectrometria de massas. Destes, cinco pontos foram retirados de géis 
correspondentes à condição controle (30oC) (Figura 6A) e 11 pontos foram retirados 








FIGURA 5 – PERFIL PROTÉICO DE Herbaspirillum seropedicae EM 
ELETROFORESE BIDIMENSIONAL. 
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A primeira dimensão foi realizada em gradiente de pH 3-10 e a segunda dimensão 
por eletroforese SDS-PAGE 15%. Os géis foram corados com Coomassie Blue 
Coloidal. A, Extrato obtido de células cultivadas na condição controle 30ºC; B, 
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FIGURA 6 - GEL REPRESENTATIVO DO PERFIL PROTEICO DE H. seropedicae 
MOSTRANDO OS PONTOS RETIRADOS PARA IDENTIFICAÇÃO 
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Eletroforese bidimensional de proteínas obtidas de células de H. seropedicae 
cultivadas a 30oC (A) ou após choque térmico de 30 min a 42oC (B). A primeira 
dimensão foi realizada em gradiente de pH 3-10 e a segunda dimensão em SDS-
PAGE 15%. Os géis foram corados com coomassie coloidal. Os números 














4.3 IDENTIFICAÇÃO DAS PROTEÍNAS DE Herbaspirillum seropedicae COM 
EXPRESSÃO ALTERADA APÓS O CHOQUE TÉRMICO 
 
Neste trabalho, a eletroforese bidimensional foi a ferramenta utilizada para 
identificar as proteínas selecionadas das replicatas dos géis obtidos com extratos de 
células submetidas ao estresse térmico ou não. Através desta ferramenta, é possível 
determinar a massa molecular, o ponto isoelétrico, o volume e o número de pontos 
protéicos em uma amostra biológica. Os pontos protéicos de interesse foram 
retirados dos géis das duas condições, e digeridos com a enzima tripsina como 
descrito na metodologia.  
Após a digestão tríptica, a massa molecular dos peptídeos foi determinada 
utilizando o espectrômetro de massas Autoflex ToF-ToF (Bruker Daltonics) e o 
programa Flex Control versão 3.0 (Bruker Daltonics). Esta análise fornece um 
espectro com a razão massa/carga dos peptídeos trípticos obtidos de cada um dos 
pontos protéicos retirados dos géis. As proteínas foram identificadas através da 
comparação entre as massas obtidas pela digestão tríptica dos pontos protéicos e a 
massa dos peptídeos teóricos obtidos do banco de dados do genoma de H. 
seropedicae (GENOPAR). A Figura 7 mostra o perfil dos peptídeos obtidos para o 
ponto protéico identificado na figura 6 com o número 1, que foi identificado como a 
proteína IbpA.  
 
FIGURA 7 – ESPECTRO DE MASSAS DA PROTEÍNA IbpA de H. seropedicae 
 
A- Perfil dos peptídeos obtidos pela digestão tríptica; B – Detalhe do pico de 
1823,126 Da mostrando o perfil  monoisotópico com resolução 12432. 
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No total foram identificados nove pontos protéicos correspondentes a quatro 
proteínas diferentes (Tabela 3). Entre estas proteínas, duas foram identificadas nas 
condições controle e de choque térmico: um ponto protéico da GroES (ponto 6) e 
duas isoformas de GroEL (pontos 8 e 9). Outros seis pontos identificados foram 
encontrados apenas na condição de choque térmico: a proteína GrpE (ponto 7), três 
isoformas de IbpA (pontos 1, 2 e 3) e duas isoformas da GroES (pontos 4 e 5). As 
isoformas da IbpA e GroEL são derivadas de um mesmo gene, e nas isoformas de 
GroES são derivadas de dois diferentes genes.  
O gel referencial proposto para as proteínas citosólicas de H. seropedicae 
apresenta dois pontos protéicos correspondentes à chaperona GroEL, um ponto 
protéico para a cochaperona GroES e um ponto para a proteína GrpE (CHAVES, 
2008). As posições destes pontos protéicos no gel de referência são concordantes 
com os encontrados neste trabalho. No gel referencial não foram identificados 
pontos correspondes à proteína IbpA. 
 





























































4,92e+007 5,06 51 8,88 51,07 9/16 18 287.0025 GroEL 
 
Inalterada 
Dados referentes às proteínas identificadas; Mowse score – algoritmo de 
identificação que mostra a similaridade nos picos peptídicos teóricos e observados; 
pI - pH isoelétrico; MM - massa molecular; Matches – relação entre o número de 
peptídeos idênticos aos observados e o número de peptídeos teóricos da proteína 
candidata; Cb –porcentagem de cobertura dos peptídeos observados que 
 42 




4.4  ANÁLISE DAS PROTEÍNAS IDENTIFICADAS 
  
A resposta ao choque térmico é bem descrita para alguns organismos como 
E. coli. No entanto para H. seropedicae não existem relatos na literatura. Existem 
duas chaperonas moleculares estudadas em detalhes em E. coli que apresentam 
variação de concentração após choque térmico: DnaK (e suas cochaperonas DnaJ e 
GrpE) e GroEL (e sua cochaperona GroES) (BUKAU & HORWICH, 1998).  
Pequenas proteínas de choque térmico tais como IbpA e IbpB (16 kDa) 
também foram descritas para E. coli (ALLEN et al., 1992). Em H. seropedicae 
apenas IbpA foi identificada, já que não existe no genoma o gene para IbpB. 
Resultados anteriores mostraram que esta proteína era expressa apenas após 
choque térmico a 42ºC por 15 minutos como três pontos protéicos distintos 
(SILVEIRA, 2005). Estas isoformas também estão presentes após 30 minutos de 
choque térmico, sugerindo que sua presença seja importante para os processos 
celulares durante o choque térmico (Figura 8). Em E. coli, IbpA e IbpB participam da 
formação de corpos de inclusão e direcionam proteínas desnaturadas para as 
chaperonas DnaK e GroEL ou para degradação (Figura 2) (ALLEN et al., 1992; 
NARBERHAUS, 2002). 
 Várias modificações pós-traducionais, incluindo fosforilação de resíduos de 
serina, desamidação, acetilação e glicosilação, foram descritas para as pequenas 
proteínas de choque térmico (NARBERHAUS, 2002). É possível que a proteína IbpA 
de H. seropedicae sofra uma fosforilação, uma vez que o ponto isoelétrico da 
proteína foi alterado sem afetar substancialmente a massa molecular visualizada em 
gel bidimensional. Através da análise das massas dos peptídeos obtidos pela 
digestão tríptica, seria possível determinar um suposto peptídeo alterado, mas esta 
identificação não foi possível neste trabalho. 
Em estudos anteriores, a DnaK foi identificada nas duas condições, controle e 
de estresse (SILVEIRA, 2005), mas neste trabalho o perfil de peptídeos não 
possibilitou a identificação, apesar de o ponto referente à proteína estar presente 
nas duas condições. Uma das cochaperonas da DnaK, a proteína GrpE, foi 
identificada apenas na condição de estresse (Figura 9). O mapa de referência de H. 
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seropedicae apresenta um ponto protéico para GrpE obtido a partir de extrato de 
células cultivadas a 30oC (CHAVES, 2008). No entanto, este ponto não foi 
identificado na condição controle deste trabalho. A outra cochaperona da DnaK, a 
proteína DnaJ, não foi identificada entre as proteínas retiradas para esta análise. 
Na análise dos géis obtidos com extratos na condição de estresse (Figura 6) 
foram observados dois pontos protéicos identificados como GroEL com ponto 
isoelétrico de 5,06 e 5,26, indicando a presença de isoformas modificadas pós-
traducionalmente e com níveis de expressão similares (Figura 10). Em 
Sinorhizobium meliloti, duas isoformas desta chaperona também foram encontradas 
em resposta ao choque térmico (NATERA et al., 2000).  
Em Streptococcus pyogenes, as proteínas DnaK e GroEL são induzidas por 
choque térmico de 42ºC após 5 minutos de estresse, e após 30 minutos esta 
indução voltava aos níveis basais (LAPORT et al, 2002).  
A cochaperona GroES foi identificada em três pontos protéicos distintos, com 
pontos isoelétricos diferentes: 5,62, 6,23 e 6,31 (Tabela 3). O ponto protéico número 
6 foi identificado como GroES, codificado pela ORF 283,1146 (www.genopar.org), e 
encontra-se presente em ambas as condições, apresentando expressão constitutiva, 
sem diferença quantitativa nas condições controle e de estresse. Os pontos de 
números 4 e 5 também foram identificados como isoformas da GroES, mas estas 
isoformas são codificadas por um segundo gene de H. seropedicae, ORF 287,0013, 
que parece ser expresso apenas na condição de estresse térmico. A presença de 
modificação pós-traducional para GroES não foi ainda descrita na literatura. A 
análise dos picos da digestão da proteína não permitiu sugerir o possível tipo de 
modificação. Os dados de identificação das GroES estão representados na Figura 
11. 
Em resumo, o choque térmico a 42ºC por 30 minutos em células de H. 
seropedicae permitiu a identificação de um conjunto de nove pontos protéicos 
referentes a seis proteínas (GroEL, GroES 1, GroES 2, IbpA e GrpE), sendo que 
GroEL, GroES 2 e IbpA apresentaram isoformas. A proteína GrpE, as três isoformas 
de IbpA e as duas isoformas da GroES foram identificadas apenas na condição de 
choque térmico. Em E. coli, outras proteínas relacionadas a resposta ao choque 
térmico foram identificadas, como a cochaperona DnaJ, a proteína IbpB e as 
proteases ClpB, HtpG, FtsH e UspA. Estas proteínas foram encontradas após 
choque térmico de 42ºC por 15 minutos (SHIRAI et al., 1996).  
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Sequência do peptídeo Modificação 
proposta 
1052,5730 1052,5563 15,8893 49 58 (R)ITMAVAGFAR(S) 1Met-ox 
1052,5730 1052,6104 -35,5494 124 132 (R) EIPEALKPR(K)  
1111,5960 1111,5788 15,4868 3 11 (R) TFDLSPLYR(T)  
1209,5630 1209,5686 -4,6556 19 28 (R)LAQMFDNAQR(A) 1 Met-ox 
1501,7930 1501,7611 21,2685 133 145 (R) KIEIGSQDDNVQR(L)  








1 2 3 1 
2 3 
Controle  Choque térmico   
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Sequência do peptídeo Modificação 
proposta 
1036,5110 1036,5614 -48,5847 49 58 (R)ITMAVAGFAR(S)  
1052,5570 1052,5563 0,6882 49 58 (R)ITMAVAGFAR(S) 1 Met-ox 
1052,5570 1052,6104 -50,7498 124 132 (R)EIPEALKPR(K)  
1111,5780 1111,5788 -0,7064 3 11 (R)TFDLSPLYR(T)  
1193,5640 1193,5737 -8,1408 19 28 (R)LAQMFDNAQR(A)  
1209,5500 1209,5686 -15,4032 19 28 (R)LAQMFDNAQR(A) 1 Met-ox 














Sequência do peptídeo Modificação 
proposta 
1036,5750 1036,5614 13,1579 49 58 (R)ITMAVAGFAR(S)  
1052,5940 1052,5563 35,8407 49 58 (R)ITMAVAGFAR(S) 1 Met-ox 
1052,5940 1052,6104 -15,5990 124 132 (R)EIPEALKPR(K)  
1111,5970 1111,5788 16,3864 3 11 (R)TFDLSPLYR(T)  
1193,5990 1193,5737 21,1829 19 28 (R)LAQMFDNAQR(A)  
1209,5820 1209,5686 11,0525 19 28 (R)LAQMFDNAQR(A) 1 Met-ox 
A – Gel bidimensional mostrando os pontos protéicos referentes às isoformas da 
proteína IbpA; O gel a esquerda representa a condição controle e o gel à direita a 
condição de choque térmico; B1- Perfil de massa dos peptídeos trípticos obtidos por 
espectrometria de massa MALDI-TOF do ponto 1; C1 – Tabela mostrando os dados 
dos peptídeos trípticos identificados referentes a proteína do ponto 1; B2- Perfil de 
massa dos peptídeos trípticos obtidos por espectrometria de massa MALDI-TOF do 
ponto 2; C2 – Tabela mostrando os dados dos peptídeos identificados referentes a 
proteína do ponto 2; B3- Perfil de massa dos peptídeos trípticos obtidos por 
espectrometria de massa MALDI-TOF do ponto 3; C3 – Tabela mostrando os dados 
dos peptídeos identificados referentes a proteína do ponto 3. A proteína IbpA teve 
uma cobertura de 47% (71/151 AA’s), 58% (88/151 AA’s) e 58% (88/151 AA’s) para 

























Sequência do peptídeo Modificação 
proposta 
1133,6020 1133,5955 5,7358 51 60 (K) AAELQDAFLR(A)  
1365,9020 1365,8582 32,0714 177 189 (R) LLRPALVTVAQGK(*)  
1365,9020 1365,8582 32,0714 177 190 (R) LLRPALVTVAQGK*(-)  
1494,8490 1494,8208 18,8608 82 95 (K) FAIEGFAESLLAVK(D)  
2289,3510 2289,2203 57,1004 148 169 (K) 
HQAVSAVPAEQEANTVVAVLQK(G) 
 
A – Gel bidimensional mostrando o ponto protéico referente a proteína GrpE; O gel a 
esquerda representa a condição controle e o gel à direita a condição estressada; B- 
Perfil de massa dos peptídeos trípticos obtidos por espectrometria de massa MALDI-
TOF do ponto 7; C – Tabela mostrando os dados dos peptídeos identificados da 
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Sequência do peptídeo Modificação 
proposta 
1034,5450 1034,5192 24,9184 372 381 (K) VGAATEVEMK(E)  
1295,6820 1295,6636 14,2185 97 108 K) YVAAGFNPTDLK(R)  
1355,6470 1355,6079 28,8334 342 353 (R) TQIGEATSDYDR(E)  
1451,8110 1451,7647 31,9001 97 109 (K) YVAAGFNPTDLKR(G)  
1572,8230 1572,7698 33,8043 189 201 ((R) GYLSPYFINNQEK(Q)  
1593,9640 1593,8964 42,3923 396 412 (R)AAVEEGVVPGGGVALLR(A)  
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Sequência do peptídeo Modificação 
proposta 
1034,6200 1034,5192 97,4158 372 381 (K) VGAATEVEMK(E)  
1451,9040 1451,7647 95,9600 97 109 K) YVAAGFNPTDLKR(G)  
1573,1480 1572,7698 240,4461 189 201 (R) GYLSPYFINNQEK(Q)  
1594,0590 1593,8964 101,9946 396 412 (R)AAVEEGVVPGGGVALLR(
A) 
 
1729,3780 1728,9576 243,1324 202 216 (K)QIVALDNPFILLFDK(K) pyroGlu 
1746,4330 1745,9842 257,0564 202 216 (K) QIVALDNPFILLFDK(K)  
1808,5420 1808,0646 264,0618 218 233 (K) ISNIRDLLPVLEQVAK(A)  
1895,4110 1894,8857 277,2367 173 188 (K) SLENELDIVEGMQFDR(G)  
1911,4340 1910,8806 289,6137 173 188 (K)SLENELDIVEGMQFDR(G) 1Met-ox 
A – Gel bidimensional mostrando os pontos protéicos referentes às isoformas da 
proteína GroEL; O gel a esquerda representa a condição controle e o gel à direita a 
condição de choque térmico; B1- Perfil de massa dos peptídeos trípticos obtidos por 
espectrometria de massa MALDI-TOF do ponto 8; C1 – Tabela mostrando os dados 
dos peptídeos trípticos identificados referentes a proteína do ponto 8; B2- Perfil de 
massa dos peptídeos trípticos obtidos por espectrometria de massa MALDI-TOF do 
ponto 9; C2 – Tabela mostrando os dados dos peptídeos identificados referentes a 
proteína do ponto 9. A proteína GroEL teve uma cobertura de 25% (136/541 AA’s) e 
















































Sequência do peptídeo Modificação 
proposta 
838,5180 838,4648 63,4989 14 19 (K) RIEHQR(Q)  
856,5780 856,4892 103,6301 48 55 (R) VLPDGSLR(A)  
932,6340 932,5318 109,6205 3 9 (K) LRPLYDR(V)  
947,6720 947,5566 121,7941 61 69 (K) VGDLVLFGK(Y)  
1156,8280 1156,6578 147,1793 77 86 (K) LDGEELLVLR(E)  
1766,1710 1765,8285 193,9765 87 102 (R) EEDIFGVFEPAAAQDK(K)  





















Sequência do peptídeo Modificação 
proposta 
2408,4460 2408,1062 141,1069 73 94 (R)TASWRSCSAACAPLAWPAMASR(A)  
2564,6100 2564,1783 168,3507 78 100 (R)SCSAACAPLAWPAMASRAAICWR(Q)  
2651,8920 2651,2499 242,1925 18 41 (R)LTWTASHSMGTVTGLSWWAMANSR(A)  












Sequência do peptídeo Modificação 
proposta 
2333,4120 2333,2063 88,1730 77 96 (K)IDGQELLVMREEDLFAVVEK(*)  
2349,4480 2349,2012 105,0618 77 96 (K)IDGQELLVMREEDLFAVVEK(*) 1 Met-ox 





A – Gel bidimensional mostrando os pontos protéicos referentes às isoformas da 
proteína GroES; O gel a esquerda representa a condição controle e o gel à direita a 
condição de choque térmico; B1- Perfil de massa dos peptídeos trípticos obtidos por 
espectrometria de massa MALDI-TOF do ponto 4; C1 – Tabela mostrando os dados 
dos peptídeos identificados da proteína referente ao ponto 4. B2- Perfil de massa 
dos peptídeos trípticos obtidos por espectrometria de massa MALDI-TOF do ponto 5; 
C2 – Tabela mostrando os dados dos peptídeos identificados referentes a proteína 
do ponto 5; B3- Perfil de massa dos peptídeos trípticos obtidos por espectrometria 
de massa MALDI-TOF do ponto 6; C3 – Tabela mostrando os dados dos peptídeos 
identificados referentes a proteína do ponto 6. A proteína GroES teve uma cobertura 
de 48% (47/97 AA’s), 53% (57/106 AA’s) e 37% (53/142 AA’s) para os pontos 4, 5 e 












- A análise dos géis de eletroforese bidimensional revelou 11 pontos protéicos 
com concentração alterada após choque térmico de 42ºC por 30 minutos em 
Herbaspirillum seropedicae. Estes pontos protéicos correspondem a cinco 
proteínas (GroEL, GroES, IbpA e GrpE) e suas isoformas.  
 
- A proteína GroEL foi identificada em dois pontos protéicos; 
 
- Foram encontradas 2 proteínas GroES, denominadas GroES 1 e GroES 2 
representadas por ORFs diferentes; 
 
- A GroES representada pela ORF 283,1146 é expressa constitutivamente, 
enquanto que a GroES de ORF 287,0013 parece responder ao choque 
térmico; 
 
- As 3 isoformas de IbpA identificadas após choque térmico 42ºC por 15 
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